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摘要 : 为 研究 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 资源 多 样 性 , 初步 探讨 和 筛选 具有 抑 菌 活性 的 特异 性 菌株 
以 及 进一步 开发 剑 叶 龙 血 树 内 生 真菌 的 抗菌 活性 化 合 物 , 采用 植物 组 织 分 离 法 从 剑 叶 龙 血 树 
茎 和 叶 中 分 离 内 生 真 菌 ， 并 对 内 生 真菌 进行 液体 发 酵 7 d， 经 乙酸 乙 酯 茜 取 后 制 得 粗 提 物 ， 
采用 牛津 杯 扩散 法 ， 以 10 种 常见 病原 菌 和 5 种 临床 耐 药 菌 为 靶 标 检测 其 发 酵 粗 提 物 的 抑 菌 
活性 ， 并 对 有 较 好 抑 菌 活性 的 内 生 真菌 进行 分 子 鉴定 。 结 果 表 明 : 从 剑 叶 龙 血 树 茎 、 叶 中 共 
分 离 得 到 345 株 内 生 真 菌 ，294 株 对 一 种 以 上 指示 菌 有 抑制 活性 ， 其 中 84 株 内 生 真 菌 对 5 
株 临 床 耐 药 菌 均 有 不 同 程度 的 抑制 活性 ， 占 所 分 离 菌株 总 数 的 24.35%，75% 的 内 生 真 菌 对 
金黄 色 葡 萄 球菌 有 抑制 活性 。 这 说 明 剑 叶 龙 血 树 中 存在 多 种 有 抑 菌 活性 的 内 生 真菌 ,为 剑 叶 
龙 血 树 内 生 菌 抗菌 活性 成 分 挖掘 及 新 型 抗菌 药物 筛选 商定 了 基础 。 
关键 词 : 剑 叶 龙 血 树 ， 内 生 真菌 ， 分 离 ， 抗 菌 活性 ， 真 菌 鉴 定 
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Isolation of endophytic fungi from Dracaena cochinchinensis 


and their antimicrobial activities 


ZHAO Yuying, HUANG Zhipu, ZHANG Qiong, ZHAO Qing, BAI Yetao, ZHANG Xiaomei" 
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Chinese Medicine, Kunming 650500) 

Abstract: To mining novel antimicrobial secondary metabolites, endophytic fungi were isolated 
from stem and leaf tissues of endangered Dracaena cochinchinensis. The endophytic fungi were 
cultured in liquid media for seven days, the culture media were extracted with ethyl acetate and 
then used to estimate the antimicrobial activities against 10 pathogenic bacteria and 5 
drug-resistance pathogens by the oxford-cup test. The results showed that 345 strains were isolated 
and 294 of which displayed antimicrobial activities against more than one pathogen; Among them, 
84 endophytes (accounted for 24.3596) displayed potent inhibition against 5 drug-resistance 
pathogens and 75% endophytes displayed inhibition of Staphylococcus aureus. Accordingly, 40 


talent strains were selected and identified to 32 species by phylogenetic analysis based on ITS 
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sequences. This study indicated that diverse endophytic fungi with strong antimicrobial activities 
were inhabited in D. cochinchinensis. 
Key words: Dracaena cochinchinensis, endophytic fungi, isolation, antimicrobial activities, 
fungal identification 

抗菌 药物 的 出 现 给 感染 性 疾病 的 治疗 带 来 了 巨大 改变 ， 为 挽救 人 类 生命 做 出 了 巨大 贡 
献 , 但 同时 也 加 快 了 病原 菌 耐 药性 形成 的 速度 及 多 重 耐 药 菌 的 出 现 (Schmalstieg et al., 2012; 
Lewis , 2012)， 如 耐 甲 氧 西林 人 金黄 色 葡 萄 球菌 (MRSA). 目前 , 抗菌 药物 开发 上 市 的 速度 远 
远 赶不上 病原 菌 耐 药性 发 展 的 速度 , 这 就 使 得 寻找 新 作用 机 制 或 新 活性 的 化 合 物 来 开发 药物 
成 为 迫切 需要 。 从 自然 界 寻找 抗菌 成 分 〈 尤 其 是 抗 耐 药 菌 成 分 )， 逐 渐 成 为 抗菌 药物 研发 的 
一 个 重要 方面 。 而 普通 环境 中 的 微生物 作为 样本 被 反复 研究 和 开发 , 化合物 挖掘 重复 率 越 来 
越 高 ， 因 此 ， 越 来 越 多 的 研究 者 把 目光 投向 了 特殊 环境 微生物 。 

生活 在 健康 的 植物 组 织 中 , 但 不 会 引起 宿主 植物 组 织 病害 症状 的 真菌 称 为 内 生 真 菌 ， 其 
广泛 存在 于 不 同 种 类 的 植物 组 织 内 CTanaka et al., 2002)。 植 物 内 生 菌 是 重要 的 微生物 资源 ， 
尤其 是 一 些 内 生 真 菌 在 进化 过 程 中 能 产生 与 宿主 结构 相同 或 相似 的 活性 代谢 产物 如 鬼 白 素 、 
长 春 碱 、 紫 杉 醇 、 和 姜黄 素 等 〈Stierle et al, 1993;， 张 玲 琪 等 ，2000; 彭 清 忠 等 ，2010; E 
婷 等 ，2017)， 这 就 意味 着 从 植物 内 生 真菌 中 挖掘 到 与 宿主 植物 相同 或 相似 化 学 成 分 的 潜力 
极 大 。 由 于 生存 环境 的 特殊 性 , 使 得 植物 内 生 真 菌 具 有 产生 结构 丰富 多 样 的 活性 代谢 产物 的 
能 力 ， 目 前 ， 已 从 植物 内 生 真 菌 的 代谢 产物 中 分 离 得 到 生物 碱 类 、 当 体 类 、 黄 酮 类 、 多 肽 类 、 
咎 类 、 环 肽 类 等 多 种 类 型 的 化 合 物 ， 这 些 不 同类 型 的 化 合 物 具 有 抗菌 、 抗 肿瘤 、 抗 病毒 及 酶 
抑制 等 多 种 生物 活性 〈( 肖 支 叶 ，2018)。 这 些 化 合 物 具 有 开发 成 抗菌 药物 的 潜力 ， 因 而 广泛 
从 内 生 真 菌 中 分 离 和 筛选 具有 抗菌 活性 的 化 合 物 , 则 可 以 为 新 型 抗菌 药物 的 研发 提供 前 期 实 
验 基础 ， 进 而 改善 日 益 严 重 的 病原 菌 耐 药性 问题 。 

剑 叶 龙 血 树 CDracaena cochinchinensis) 系 百 合 科 龙 血 树 属 常 绿 乔木 ， 在 我 国 主要 分 布 
于 云南 、 广 西 。 剑 叶 龙 血 树 树脂 是 提取 中 药 要 药 “ 龙 血 竟 ” 的 原料 ， 在 活血 化 病 、 敛 疮 目 [ 
等 方面 具有 较 强 的 疗效 ， 药 效 主要 成 分 为 龙 血 素 A 和 龙 血 素 B《 和 华硕 陶 和 许 再 富 ，1979 )。 
于 剑 叶 龙 血 树 生长 环境 恶劣 , 生长 缓慢 且 产 量 较 低 , 采集 龙 血 竭 入 药 使 得 野生 资源 面临 着 
枯竭 的 威胁 ， 现 已 被 列 为 国家 二 级 保护 植物 。 为 合理 利用 剑 叶 龙 血 树 资源 ， 近 年 来 对 剑 叶 龙 
! 树 主 成 分 的 抗 氧 化 活性 ， 结 血 诱导 剂 的 筛选 ， 玻 松 愈 伤 组 织 诱 导 等 方面 进行 了 研究 〈 周 艳 
林 等 ，2015; 韦 莹 等 ，2016; 陈 乾 平等 ，2018)， 但 对 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 抗菌 活性 的 研究 
却 鲜 有 报道 。 本 研究 针对 此 现象 进行 了 以 下 研究 : 对 剑 叶 龙 血 树 内 生 真菌 进行 了 分 离 及 其 抑 
菌 活性 研究 ， 以 期 获得 具有 抗菌 活性 的 特异 性 菌株 ; 为 下 一 步 从 抑 菌 活 性 菌株 中 挖掘 活性 成 
分 葛 定 基础 ; 为 剑 叶 龙 血 树 的 综合 利用 、 新 药 开发 提供 前 期 实验 研究 基础 ， 也 为 解决 传统 民 
族 药 用 植物 资源 紧缺 提供 新 的 思路 。 


T 


I 


ue 


— 


n O AÍ 
iV 会 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 药材 
剑 叶 龙 血 树 茎 、 叶 于 2016 年 1 月 采 自 云南 省 西双版纳 动 腊 县 动 仑 镇 (样品 编号 为 B)、 


云南 省 热带 作物 科学 研究 所 一 西双版纳 热带 花卉 园 (样品 编号 RJ Z, RY 为 叶 ), 采集 时 ， 
戴 上 无 菌 手套 用 无 菌 工具 将 剑 叶 龙 血 树 健康 的 茎 、 叶 采集 后 放 入 无 菌 的 容器 内 , 4 C 保 存 备 
Hi. EpL EFE TRIES DUREE. 
1.1.2. 仪器 与 试剂 

仪器 : GR-200 分 析 天 平 ,广州 艾 欣 科学 仪器 有 限 公 司 ; ES-315 ERAK K A, TOMY 
公司 ; 恒温 培养 箱 ， 上 海 一 恒 科 学 仪器 有 限 公 司 ; LRH-250 生化 培养 箱 ， 上 海 一 恒 科 学 仪 
RARA; N-1100 旋转 蒸发 仪 ， 上 海 爱 朗 仪 器 有 限 公 司 ;， SW-CJ-2FD 洁净 工作 台 ， 
AIRTECH 公司 ; 电热 恒温 鼓 风 干 燥 箱 ， 上 海 一 恒 科技 有 限 公 司 ; 培养 基 配 料 等 常用 试剂 耗 
材 均 购 自 雅 云 生物 科技 有 限 公司 。 试 剂 : 蒸馏 水 ， 无 水 乙醇 、 甲 醇 、 冰 乙酸 、 乙 酸 乙 酯 、 丙 
酮 等 均 为 分 析 纯 ， 通 用 引物 ITSIS-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) 和 


LT 


ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3^ Hi/E TE 9 C EO. 股份 有 限 公 司 合成 。 其 他 : 
柱 式 真菌 基因 组 DNA 抽 提 试剂 盒 从 生 工 生物 工程 (上海) 股份 有 限 公 司 购买 。 


1.1.3. 指示 菌 


大 肠 杆 菌 CEscherichia coli ATCC 25922)、 金 黄色 葡萄 球菌 (Staphylococcus aureus ATCC 


25923). Fi ZR TUA Pj CBacillus subtilis ATCC 6633)、 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa 


PA01)、 和 鼠 伤 寒 沙门 民 菌 (Salmonella typhimurium X 89560. Wie yz RARE (Klebsiella 


A 


pneumonia ATCC 13883)、 白 色 葡 萄 球菌 (Staphylococcus albus 1029)、 耻 垢 分 枝 杆菌 


Q (Mycobacterium smegmatis 1037)、 鲍 曼 不 动 杆菌 (Acinetobacter baumanii ATCC 19606). 


3€ Wa ERES (Enterococcus faecalis ATCC 29212).3 株 耐 甲 氧 西林 金黄 色 葡 萄 球菌 (MRSA 1-32. 


2 株 白 色 念 珠 菌 的 临床 耐 药 菌 (Drug-resistant Candida albicans 1-2)， 以 上 供 试 菌株 均 由 课题 

组 前 期 研究 保存 。 

1.1.4 培养 基 
病原 细菌 培养 基 LB: JRE ARK 10 g, 酵母 提取 物 5g, 氧化 钠 10 g, 琼脂 15 g, 水 1L, 

pH 7.2-7.6 

真菌 培养 基 CD 沙 保 氏 培 养 基 : 蛋白 肛 10 g, 和 葡萄糖 AO g, 琼脂 15 g, 水 1 L, pH 6.0; 


(2) PDA 培养 基 : 马铃薯 200g (者 沸 20 min 后 过 滤 ， 弃 漂 取 汁 )， 和 葡萄糖 20 g， 琼 脂 15 


g: K 1L，pH 6.0-7.0; (3) PDB 培养 基 : 马铃薯 200g (者 沸 20 min FIE, FARY), 


葡萄 糖 20 g， 水 1 L，pH 6.0~7.0。 
1.2 方法 


1.2.1 内 生 真菌 的 分 离 与 纯化 
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将 植物 样本 在 流水 洗 净 后 , 选择 没有 破损 的 叶片 和 蔗 , 切 成 2 cm 左右 的 小 块 ( 段 、 片 )， 


在 50% 乙 醇 中 浸泡 1 min 后 置 于 75967, RE 


用 0.1096 HgCl 处 理 7 min, 叶 使 用 2% 的 NaCIO 处 到 
次 。 将 材料 切 成 0.5 cm 左右 的 小 块 并 将 切口 面 接 入 PDA 培养 基 ，28 °C 恒温 培养 ， 
边缘 长 出 真菌 菌 丝 ， 挑 取 菌 丝 接 种 于 PDA 培养 基 上 ，28 °C 恒温 培养 进行 反复 纯化 后 ， 根 据 


] min; 根 使 用 


0.1095 HgCl 4t 


E11 min, ZB 


E 5 min 进行 表面 消毒 , 无 菌 水 冲洗 3-5 


待 组 织 


菌落 形态 、 菌 丝 长 势 及 产 色 素 情况 进行 菌株 去 重复 。 同 时 ， 取 最 后 一 次 洗涤 植物 材料 的 无 菌 
水 0.2 mL 涂 布 PDA 培养 基 ， 相 同 条 件 培养 一 周 观 察 无 菌 丝 生 长 证 明 表 面 消毒 成 功 ， 所 分 离 


菌株 为 植物 内 生 菌 〈 杨 明俊 等 ，2014; RER 


3~5 只 PDA 斜面 ，4 °C 保存 ， 详 细 记 录 每 株 菌 的 分 离 源 及 其 在 


颜色 和 长 势 等 信息 ， 建 立 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 菌 种 库 。 


1.2.2 ES LER IT doe 


内 生 真 菌 在 PDB 培养 基 中 培养 7 d. RHF 


等 ，2015)。 将 纯化 去 重复 所 得 


菌株 每 株 接种 


检测 ， 并 结合 TLC 结果 及 产量 ， 往 选 出 优势 菌株 。 


瑚 株 发 酵 及 提取 : 挑 取 经 活化 的 内 生 真 菌 戎 丝 或 苞 子 接种 于 100 mL PDB 液体 培养 基 中 ， 


28 °C, 200 r * min 恒温 振荡 培养 7 d， 记 录 真 菌 的 长 势 、 形 态 、 


的 乙酸 乙 酯 浸泡 过 夜 后 超声 提取 3 次 , 提取 液 减 压 浓缩 回 


棕色 样品 瓶 保存 ， 溶 剂 挥 干 后 称 取 质量 。 


中 


收 洲 剂 ，) 


固体 和 液体 培养 基 中 的 形态 、 


LE 杯 扩散 法 对 发 酵 粗 提 物 进行 体外 换 菌 活性 


颜色 等 特征 ， 加 入 等 体积 


] 有 机 溶剂 将 样品 转移 至 


抑 菌 活性 检测 : 病原 细菌 接种 至 液体 LB 4J, 37°C, 200r -° min” 黑暗 培养 12 h， 


白色 念珠 菌 接种 至 液体 沙 保 氏 培 养 基 28°C, 200r * min” 3 


菌 液 分 别 稀 释 至 1 X10~1X10 cfu*mL! 备 用。 
采用 牛津 杯 扩散 法 〈 邵 颖 等 ，2012) 对 各 菌株 的 发 酵 粗 提 物 进行 抑 菌 实验 ， 将 稀释 后 的 
指示 菌 菌 液 均匀 涂 布 在 固体 培养 基 上 。 用 丙酮 溶解 粗 提 物 至 质量 浓度 为 20 mgm’, SAA 


50 pL 进行 活性 检测 ， 以 50 aL 丙酮 做 空白 对 照 ， 以 等 体积 的 抗生素 做 阳 
以 5 ug 万 古 霉 素 为 阳性 对 照 ， 和 白色 念珠 菌 以 20 ug PESK B 为 阳 1 


28 "C 培 养 ， 其 余 病 原 细菌 于 37 °C 培养 ， 恒 温 培养 12h 后 测量 抑 菌 圈 直 径 。 


1.2.3 化 学 多 样 性 检测 


上 暗 培 养 24 h， 用 液体 培养 基 将 各 


j 


— 


EXE (病原 细菌 


EX 


生 对 照 )。 和 白色 念珠 菌 


采用 薄 层 层 析 色谱 法 检测 内 生 真 菌 化 学 多 样 性 。 取 一 定量 样品 加 入 适量 的 甲醇 溶液 ， 制 


备 成 5mg*mL” 的 样品 ， 超 声 振荡 30 min Je, H 


H 0.45 um 滤 膜 滤 过 。 用 微量 点 样 器 吸取 适量 


样品 ， 于 GF254 硅胶 板 (5 cm x 10 cm). 上 点 样 后 ， 以 氯仿 : 甲醇 =10:1 为 展开 剂 展开 ， 当 
所 有 样品 展开 高 度 达 到 4 cm 时 ， 将 薄 层 板 移出 晾 千 ， 观 察 、 标 记 色 谱 结 


1.2.4 优势 菌株 的 分 子 鉴定 


件 下 条 带 /斑点 数 较 多 ， 显 色 特 异 的 样品 对 应 的 菌株 记 为 化 学 多 样 性 好 的 菌 


ES 


。 以 各 种 显 色 条 


挑选 抑制 活性 强 且 化 学 多 样 性 丰富 的 菌株 培养 3d 后 ， 乔 取 菌 丝 50~100 mg, KAIER 


真菌 基 


因 组 DNA 提取 试剂 盒 提 取 真 菌 


M 


IO 


DNA, 用 


AR 


菌 通 用 引物 ITS1 : 


(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37) 和 ITS4: (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) 进 行 ITS 


区 域 扩 增 。PCR 反应 体系 50 uL: TSINGKE Master Mix 25 uL, ITSI 1 uL. ITS4 1 uL, DNA 


2 uL, ddH;O21 hnL。 反 应 程序 : 94 "C 预 变性 3 min， 进 入 循环 ，94 °C 变性 1min，55 °C 复 
2015)。 扩 增产 物 送 


至 生 工 生物 工程 (上海 ) 股份 有 限 公司 测 序 。 


MEASs, 729CAE[f 1 min, J£ 35 个 循环 ，72 °C 延伸 8 min( 侯 晓 强 等 ， 


根据 测序 结果 ， 进 行 NCBIBLAST 比 对 ， 搜 索 同 源 序 列 ， 选 出 与 该 序列 相关 性 较 高 的 


核酸 序列 ,进行 多 序 区 


2014)。 


2 结果 与 分 析 
2.1 剑 叶 龙 血 树 内 生 真菌 的 分 离 


从 三 份 剑 叶 龙 血 树 植物 样 
分 离 得 到 152 株 , in 
株 ， 编 号 为 RJ1-100， 


26.96% 。 可 见 傣 药 剑 叶 龙 


r1 


HH Jk 


ZN 


中 


口 


2.2 优势 菌株 的 筛选 


对 分 离 自 


表明 ， 分 离 
物 在 各 种 显 


对 一 种 以 上 指示 戎 


剑 叶 龙 
量 研究 ， 拟 筛选 出 兼 具 多 种 抗菌 活性 ， 且 化 学 多 相 
省 西双版纳 动 腊 县 动 仑 镇 剑 叶 龙 
色 条 件 下 条 带 /斑点 数 最 多 ， 预 示 着 有 丰富 的 代谢 产物 ， 且 有 109 株 菌 (71.71%) 


沁 带 作物 科学 研究 所 一 西双版纳 热带 花卉 


自 云南 


分 


离 得 到 345 RAER, 
号 为 B1-152, 占 总 数 的 44.0596 ; 从 热带 花卉 园 采 集 的 茎 中 分 离 得 到 100 
总 数 的 28.9996, ， 叶 中 分 离 得 到 93 株 ， 编 号 为 RY1-93， 


[ 树 中 蕴藏 着 丰富 的 内 生 真菌 资源 。 


Asl SB 


小 未 


I 树 的 345 株 内 生 真菌 进行 抗 病原 细 


HE E 


ER 抗 病 IR 


性 丰富 、 产 量 较 高 的 优势 


LIER OE m 


剑 叶 龙 血 树 茎 部 的 菌株 〈 样 品 编号 为 


PRIEZ KA 


BITE TE: 分 离 


树叶 部 的 菌株 


以 上 指示 菌 有 抑制 活性 。 在 所 有 分 离 到 的 内 生 真 


有 抑制 活性 ; 分 离 自 云南 省 } 


RJ) 抗菌 


(样品 纺 


抑制 效果 的 内 生 真 菌 数 量 最 多 ， 分 别 


株 病 原 指示 菌 的 ] 


nl 


活性 如 表 1 所 示 


FN 
ES 


REI 


ES 


口 


o 


表 1 剑 叶 龙 


RI 


[ 树 内 生 真 菌 抑 


ES 


活性 较 好 ， 有 80 Wk 
中 , 对 金黄 色 葡 萄 球菌 和 耻 垢 分 支 杆 


1 


菌株 。 


号 为 B)， 


RIS 


ES 


总 数 的 75.596581 62.61% 。 不 同 来 源 的 内 生 


舌 性 初 得 结果 


| 比 对 分 析 , 采用 MEGA 6.0 (NJ 法 ) 构建 系统 发 育 进化 树 ( 杨 明俊 等 ， 


9 叶片 材料 


占 总 数 的 


HU" 


fixie £i 


N 


(86.0296) 对 一 种 


发 酵 产 


的 


元 


活性 最 好 ， 抗 菌 谱 最 广 ， 所 有 菌株 对 至 少 一 
自 云南 省 热带 作物 科学 研究 所 一 西双版纳 热带 花 开 园 的 剑 叶 龙 


号 为 RY) 产量 最 高 ， 抗 


EA 


xh 


ES 


F 菌 有 


对 15 


Table 1 Antimicrobial activities of endophytic fungi isolated from Dracaena cochinchinensis 


指示 菌 编 号 内 生 真 菌 所 占 比例 
Stami NO; Proportion of endophytes (%) 
B- RJ- RY- 总 数 Total 
Escherichia coli NTCC 25922 13.82 93.00 62.37 49.86 


Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Bacillus subtilis ATCC 6633 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 
Salmonella typhimurium y, 8956 
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 
Staphylococcus albus 1029 
Mycobacterium smegmatis 1037 
Acinetobacter.baumanii. ATCC 19606 
Enterococcus faecalis AICC 29212 
Drug-resistant Candida albicans-1 
Drug-resistant Candida albicans-2 
MRSA-1 
MRSA-2 


MRSA-3 


50.66 


15.79 


23.03 


15.79 


13.82 


13.82 


35.53 


15.79 


21.05 


23.68 


19.08 


30.26 


17.11 


25.66 


注 :“B-” 表 示 分 离 自 云南 省 西双版纳 动 腊 具 动 仓 镇 剑 叶 龙 


作物 科学 研究 所 一 西双版纳 热带 花 开 园 的 剑 叶 龙 


研究 所 一 西双版纳 热带 花卉 园 的 剑 叶 龙 血 树 叶 部 上 


cr 


菌株 。 


96.00 


78.00 


87.00 


69.00 


83.00 


69.00 


94.00 


79.00 


79.00 


65.00 


73.00 


83.00 


79.00 


48.00 


92.47 


68.82 


69.89 


67.74 


59.14 


63.6 


73.12 


65.59 


63.44 


74.19 


68.82 


80.65 


79.57 


65.59 


树 茎 部 的 菌株 ;“RY ”表示 分 离 自 


75.05 


48.12 


54.20 


45.22 


46.09 


43.77 


62.61 


47.54 


49.28 


49.28 


48.12 


59.13 


51.88 


42.90 


树叶 片 的 菌株 ;“RJ- ”表示 分 离 自 云南 省 热带 


云南 省 热带 作物 科学 


Note: “B-” means the strains were isolated from leaf tissues of D. cochinchinensis collected from Menglun Town, 


m "à Mengla County, Xishuangbanna, Yunnan Province; “RJ-” means the strains were isolated from stem tissues of D. 


Garden. 


AR AERAR EAA E 


~ 


ERI TLC 检测 结 


样 性 丰富 的 优势 菌株 , 综合 结果 较 好 的 前 10 株 落 的 发 酵 提取 物 对 15 株 病原 菌 
、 耻 垢 分 支 杆菌 
效果 。 图 2 为 优势 菌株 的 发 酵 粗 提 物 的 TLC 检测 结果 ,从 | 


Lr. 


生 结 果 见 表 2。 图 1 为 部 分 菌株 对 大 肠 杆 菌 


1H 


EX 


哄 、 硫 酸 乙 醇 下 显 色 ， 各 份 样品 在 在 各 种 显 色 条 作 


cochinchinensis collected from Xishuangbanna Tropical Flowers and Plants Garden; *RY-" means the strains were 


isolated from leaf tissues of D. cochinchinensis collected from Xishuangbanna Tropical Flowers and Plants 


> MENEAR EHME 


的 体外 抑 菌 活 


AL 


. MRSA-1 和 MRSA-2 抑制 作用 


上 到 下 依次 为 紫外 254 nm. 365 nm. 


F 下 条 带 / 斑 点 数 较 多 ， 显 色 特 异 ， 初 步 判 
断 其 化 学 多 样 性 丰富 ， 共 有 挖掘 新 颖 化 合 物 的 潜力 。 


K 2 10 株 优势 菌株 对 15 株 病原 菌 抑制 活性 


Table 2 Antimicrobial activities of 10 talent fungi on 15 pathogenic bacteria 


抑 菌 圈 直 径 


指示 菌 编号 T 
Inhibition zone (mm) 
Strains NO. 

B-132  RJ-18 RJ-21 RJ-26 RJ-34 RJ-44 RJ-47 RY-19 RY-44  RY-88 
Escherichia coli NTCC 25922 15.00 22.06 25.08 28.34 29.20 28.03 30.51 12.14 21.23 21.54 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 34.02 41.22 36.43 > 60.01 54.01 48.10 » 47.11 40.21 
Bacillus subtilis ATCC 6633 22.33 16.01 18.13 21.05 35.10 31.29 33.17 17.24 22.11 22.71 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 21.05 16.13 18.21 50.21 30.32 30.11 42.05 > 20.05 34.12 
Salmonella typhimurium y 8956 11.33 17.25 12.56 28.24 26.11 25.07 48.21 31.23 14.00 19.58 
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 16.26 19.33 23.20 21.33 24.05 22.16 31.73 — 23.52 19.03 
Staphylococcus albus 1029 13.05 15.27 20.21 30.01 32.18 28.10 33.08 18.01 14.10 15.23 
Mycobacterium smegmatis 1037 32.02 50.03 > 28.50 > 65.21 > 36.20 26.18 31.42 


Acinetobacter baumanii ATCC 19606 17.06 23.45 20.15 26.28 26.12 22.12 31.16 15.71 20.35 18.11 
Enterococcus faecalis AICC 29212 18.00 22.18 25.05 28.51 28.51 25.37 33.06 17.21 13.44 21.06 


Drug-resistant Candida albicans-1 14.03 14.21 14.00 14.10 20.09 11.07 > 28.29 30.67 17.24 
Drug-resistant Candida albicans-2 15.78 10.20 12.18 12.18 20.11 32.56 42.53 15.07 22.19 21.22 
MRSA-1 18.28 18.00 28.25 28.19 37.21 31.13 34.51 29.03 19.09 18.21 
MRSA-2 23.09 18.24 28.18 28.24 30.32 30.40 31.22 25.19 29.19 25.09 
MRSA-3 21.12 2434 27.22 27.33 28.22 12.24 42.28 16.45 22.15 20.21 
注 : “人 >” 表示 在 实验 剂量 下 抑 菌 圈 大 于 表 中 任 一 值 , “一 "表示 无 抑 菌 圈 


Note: “>” means the inhibition zones greater than any value in the table, “—” means the diameter of the bacteriostatic circle is 0. 
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a-d 分 别 为 病原 指示 菌 大 肠 杆菌 (Escherichia coli ATCC 25922), Wb) CFFE (Mycobacterium smegmatis 
1037), MRSA-1, MRSA-2。 
a-d represent Escherichia coli ATCC 25922, Mycobacterium smegmatis 1037, MRSA-1 and MRSA-2, 


respectively. 
1 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 部 分 提取 物体 外 抗菌 活性 结果 


Fig.1 Antimicrobial effects of endophytic fungi isolated from Dracaena cochinchinensis 


1-39 分 别 为 优势 菌株 编号 : B-33, B-132, RJ-19, RJ-20, RJ-21, RI-26, RJ-27, RJ-29, RJ-34, RJ-44, 


RJ-45, RJ-47, RJ-49, RJ-98, RY-15, RY-16, RY-18, RY-19, RY-26, RY-39, RY-44, RY-57, RY-88, 
B-150, B-152, RJ-87, RY-7, RY-42, RY-65, RJ-11, RJ-18, RJ-25, B-39, B-76, B-143, B-109, B-138, 
B-144, B-145. 

1-39 represent talent fungi isolated from Dracaena cochinchinensis: B-33, B-132, RJ-19, RJ-20, RJ-21, 
RJ-26, RJ-27, RJ-29, RJ-34, RJ-44, RJ-45, RJ-47, RJ-49, RJ-98, RY-15, RY-16, RY-18, RY-19, RY-26, RY-39, 
RY-44, RY-57, RY-88, B-150, B-152, RJ-87, RY-7, RY-42, RY-65, RJ-11, RJ-18, RJ-25, B-39, B-76, B-143, B-109, 


B-138, B-144, B-145. 


2 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 优势 菌株 的 TLC 检测 结果 


Fig.2 TLC pattern of talent fungi isolated from Dracaena cochinchinensis 
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2.3 优势 菌株 的 分 子 鉴定 

结合 体外 抑 菌 活性 评价 、TLC 筛选 和 代谢 产物 产量 ， 选 择 抑 菌 谱 广 、 活 性 较 强 、 化 学 
多 样 性 丰富 且 产 量 高 的 40 株 内 生 真 菌 进行 ITS 分 子 鉴 定 。 测 序 结果 提交 至 GenBank 数据 库 
中 进行 BLAST 相似 性 比较 。 比 对 结果 显示 这 些 菌株 分 属于 柱 锈 菌 属 CDiaporthe). 8&7JVSI 
属 (Fusarium), MAL EWE (Pestalotiopsis), AIRRA (Daldinia), s BERE RJ 


C Cylindrocladium), JR fA W J& (Xylaria), JE W J& (Colletotrichum), $0. Z& A 5 JE 


CPhpomopsigs)、 从 赤 壳 属 (Nectria)、 黑 和 侈 属 (Nigrospora), YAE (Periconia), WIE 


(Cladosporium), WERI Wj (Phaeosphaeria), Acrocalymma 14 个 属 的 30 MAURE 


V2 (Sordariomycetes) 40k fajm H (Pleosporales) 的 2 个 物种 。 菌 株 B-132、RY-44、 


RJ-34, B-150, B-76, RJ-44, B-143. RY-15 分 别 与 GenBank 数据 库 中 标准 菌株 Cladosporium 
sp. (JQ388271)、 Xylaria sp. (JQ341078). Acrocalymma sp. (KU747920)、 Phaeosphaeria 


papaya (KT224848)、Nigrospora sp. (FJ527872). Sordariomycetes sp. (HQ130707)、 


Periconia sp. (MK367489) . Pestalotiopsis sp. (MH445915) 相似 性 为 100%， 其 余 菌 株 


与 其 最 相近 菌株 的 相似 性 在 95%~99% 之 间 。 在 40 株 活性 菌株 中 ， 镰 刀 菌 属 6 株 、 轮 层 炭 壳 
BJE 5 Pk. WERE 5 株 和 柱 锈 菌 属 5 株 ，4 个 属 物种 超过 所 选 物 种 50%， 为 剑 叶 龙 血 树 活 
性 内 生 真 菌 的 优势 种 群 ( 表 3， 图 3)。 
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88- Diaporthe phaseolorum (MH714560) 


73r RJ-47 
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图 3 基于 ITS 序列 采用 邻接 法 构建 剑 叶 龙 血 树 内 生 真 菌 优 势 菌株 系统 发 育 树 


Fig. 3 Neighbor-joining tree of talent fungi isolated from Dracaena cochinchinensis based on the 


ITS sequences 


表 3 40 株 剑 叶 龙 血 树 活 性 内 生 真 菌 物种 组 成 


EX 


Table 3 Composition of forty endophytic fungi isolated from Dracaena cochinchinensis 


分 类 内 生 真 菌 数量 物种 数 
Taxon No. ofendophytic fungi No. of species 
TEJI EIJER 
Fusarium 6 4 
IRIE A R 
Colletotrichum 5 4 
HRI TAJR 
Daldinia 5 3 
柱 锈 菌 属 
Diaporthe 5 3 
DE SE 
Phomopsis 3 3 
p BERE UI 
Cylindrocladium 3 2 
»ff v S 
Xylaria 2 2 
黑 团 孢 属 
Periconia 2 2 
Missi 
Nectria 2 2 
EIE 
Nigrospora 1 1 
Acrocalymma 1 1 
枝 孢 属 
Cladosporium 1 1 
暗 球 腔 菌 属 
Phaeosphaeria 1 
WELEHE 
Pestalotiopsis l l 
Fa TEJE i H 
Pleosporales 1 1 
RAM 
Sordariomycetes 1 1 
总 和 Total 40 32 
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3 讨论 
本 实验 获得 的 40 株 优势 菌株 经 ITS 分 子 类 鉴定 ,归于 32 个 物种 , 其 中 部 分 活性 内 生 真 
菌 的 亲缘 菌 属 已 有 抗菌 、 抗 肿瘤 等 活性 化 合 物 的 报道 ， 如 与 B-152 同属 的 黄花 蕊 内 生 真 菌 
Colletotrichum sp. 产 生 的 colletotricacid 对 真菌 具有 很 强 的 抑制 作用 (Lu et al., 2000); 与 RJ-27 
HEKARI ERE (Phomopsis longicolla HL-2232) 能 产生 具有 抗菌 活性 的 生物 
碱 类 化 合 物 2-(2'S- 羟 丙 基 )-5- 甲 基 - 7- 羟 基 对 氧 蔡 酮 〈 宋 奢 明 等 ，2015); 本 实验 所 获 优势 菌 
属 镰刀 菌 属 (Fusariam) 真 菌 能 产生 多 种 具有 抗菌 活性 的 次 生 代 谢 产物 类 型 CKyekyeku et al., 
2017; Liu etal., 2019)。 由 此 可 见 ， 剑 叶 龙 血 树 抑 菌 活性 内 生 真 菌 具 有 产生 多 种 抑 菌 活性 物 
质 的 潜力 ， 值 得 进行 下 一 步 活性 代谢 产物 挖掘 。 同 时 ， 我 们 还 从 剑 叶 龙 血 树 中 分 离 到 
Acrocalymma sp. CRJ-34) ， 该 菌株 对 15 株 病原 指示 菌 均 有 较 好 的 抑制 活性 ， 对 3 株 MRSA 
的 抑 菌 效果 较为 突出 , 且 化 学 多 样 性 丰富 , 但 这 个 属 物种 迄今 均 未 有 次 生 代谢 产物 研究 报道 ， 
bm 可 以 大 胆 推测 从 中 发 现 新 颖 抗菌 活性 成 分 的 几率 较 大 , 并 将 其 列 为 优先 进行 活性 代谢 产物 控 
E 气 的 对 象 
研究 表明 , 一 些 内 生 真 菌 在 与 宿主 植物 协同 进化 过 程 中 , 能 产生 与 宿主 植物 相同 或 相似 
的 活性 代谢 产物 ， 因 此 在 化 学 多 样 性 检测 实验 中 ， 加 入 了 “ 龙 血 竭 ” 的 主要 成 分 龙 血 素 A 
和 龙 血 素 B 作为 对 照 ， 期 望 能 找到 这 样 的 特异 性 菌株 ， 为 剑 叶 龙 血 树 资 源 的 保护 提供 新 的 
途径 。 但 是 未 能 找到 ， 可 能 的 原因 有 以 下 两 点 : 其 一 ， 发 酵 液 中 的 目的 产物 量 少 ， 未 能 检测 
出 来 ， 在 今后 的 实验 中 可 以 加 大 发 酵 量 ， 并 采用 更 加 灵敏 的 检测 手段 如 高 效 液 相 ); 其 二 ， 
内 生 真 菌 的 分 离 和 培养 通常 采用 PDA. 培养 基 , 28 CHR, 而 有 些 内 生 真 菌 并 不 适合 在 此 条 
件 下 培养 而 导致 没有 被 分 离 出 来 , 即使 采用 多 种 培养 基 对 植物 组 织 进行 培养 也 并 不 能 保证 植 
物 组 织 内 的 内 生 真 菌 被 全 部 分 离 出 来 , 所 以 最 重要 的 还 是 要 建立 与 宿主 植物 内 环境 类 似 的 生 
态 模型 ， 才 能 真实 反映 植物 内 生 菌 的 生物 学 特征 。 
(S) 综 上 所 述 , SEMAP ZDRA DR ERR, 306 h E] OSA RRRA R IT 
抑 菌 活性 ， 产 量 高 ， 化 学 多 样 性 丰富 ， 且 菌 种 稳定 易 培 养 , 具有 巨大 的 开发 潜能 ， 部 分 菌株 
活性 代谢 产物 的 挖掘 工作 正在 积极 进行 中 。 
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